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Rövidítések 
 
A23187, 5-(metilamino)-2-({(2R,3R,6S,8S,9R,11R)-3,9,11-trimetil-8-[(1S)-1-metil-2-oxo-2-
(1H-pirrol-2-yl)ettl]-1,7-dioxaspiro[5.5]undec2-yl}metil)-1,3-benzoxazole-4-karboxilsav; 
ADRP, adipofilin; AIF, apoptózis indukáló faktor; ANT, adenin nukleotid transzlokáz; Bcl-2, 
B-sejt limfóma; C-400, 5-(and-6)-carboxi-2', 7’-diklorodihidrofluorescein diacetát; CIN, 
cervikális intraepithelialis neoplázia; CypD, cyclophilin D; cyt-c, cytochrome c; CsA, 
cyclosporine A; DIABLO, alacsony izoelektromos ponttú [pI]direkt IAP kötő fehérje; 
DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; dsiRNS, kis interferáló ribonukleinsav; 
Etoposide, 4'-demetil-epipodofillotoxin 9-[4,6-O-(R)-etilidene-beta-D-glucopiranozid], 4'-
(dihidrogén fosfát); FCS, fötális borjú szérum; FITC, fluorescein isotiocianát G418, 
(2R,3S,4R,5R,6S)-5-amino-6-[(1R,2S,3S,4R,6S)-4,6-diamino-3-[(2R,3R,4R,5R)-3,5-
dihidroxi-5-metil-4 metilaminooxan-2-il]oxi-2-hidroxiciclohexil]oxi 2-(1-hidroxietil)oxane-
3,4-diol; GFP, zöld fluoreszcens protein; GST, glutation S-transferáz; HBP22, hem kötő 
protein 1; IPTG, isopropil-β-D-thiogalactopiranosid; JC-1, 5,5,6,6-tetracloro-1,1,3,3 -
tetraetilbenzimidazolil-karbocianin iodid; M6PR, mannóz 6-foszfát receptor; MMP, 
mitokondriális membrán permeabilizáció; MTT, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromid; mPT, mitokondriális permeabilitás tranzíció; ∆ψ, mitokondrium 
membrán potenciál; NCBI, National Center for Biotechnology Information; PAT, perilipin, 
adipophilin, és TIP47; PBS, phosphate buffered saline; PCR, Polimeráz láncreakció; pI, 
isoelectric pont; PI, propidium jodid; PP17b, placentális szövet protein 17b; PTP, 
permeabilitás tranzíciós pórus; PTPC, permeabilitás tranzíciós pórus komplex; Rh-123, 
rhodamine-1,2,3; ROS,reaktív oxigén gyök; siRNS,kis interferáló RNS; Smac, második 
mitokondriális kaszpáz aktivátor; SOUL/HBP2, hem kötő protein 2; Taxol, 
(2α,4α,5β,7β,10β,13α)-4,10-bis (acetiloxi)-13-{[(2R,3S)-3-(benzoilamino)-2-hidroxi-3-
fenilpropanoil]oxi}-1,7-dihidroxi-9-oxo-5,20-epoxitax-11-en-2-il benzoát; TIP47, 47 kDa tail 
interacting protein; t-TIP47, csonkolt-TIP47; VDAC, feszültség függő anion csatorna 
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Bevezetés 
 
 Munkacsoportunk az elmúlt 15 évben részt vett számos korábban ismeretlen funkciójú 
gén azonosításában és tanulmányozásában, mint például a TIP47 és a HBP2/SOUL fehérjék. 
Ebben az értekezésben ezeknek a fehérjéknek a hatását vizsgáltam a mitokondriális sejthalál 
folyamatára. 
 Ez a munka meggyőző bizonyítékokat nyújt a TIP47 védő hatására, amely 
antiapoptotikus hatást egyrészről a proapoptotikus fehérjék aktivációjának gátlása révén fejti 
ki; másrészt támogatja az anti-apoptotikus fehérjék hatását és direkt képes stabilizálni a 
mitokondriális membránpotenciált. 
 Azonosítottunk olyan géneket is - ilyen a SOUL - amelyek ellentétes hatásúak, 
destabilizálják a mitokondriális membrán-rendszert, érzékenyítik sejteket a sejthalálra. 
Munkámban a SOUL fehérjéről előzőleg már leírt eredményekre alapozva kívántam 
alaposabban fényt deríteni sejthalálban betöltött szerepére. 
 
A mitokondrium szerepe a sejthalálban: 
 A mitokondriumok sejtlégzési működéseinek közvetlen vagy következményes sérülése 
miatt az energiakonzerváló ATP-molekulák termelése csökken, ami a sejt és környezete közötti 
ozmotikus egyensúlyt fenntartó iontranszportokat gátolja. Ezért a sejt az ozmotikus vízfelvétel 
miatt duzzadni kezd, rövidesen felszakad: a sejt mint integrált élő rendszer megszűnik. 
  A mitokondriumnak szerepe lehet vagy van a programozott sejthalál beindításában, és ez 
nem a sérült mitokondrium ATP-termelésének csökkenésével vagy megszűnésével kapcsolatos, 
hanem pl. egy antiapoptotikus mitokondriális fehérje (BCL–2) és családjának működésével. Az 
egyes halál- és túlélési szignálok különböző citoplazmatikus, vagy membránban található pro- és 
antiapoptotikus fehérjéket aktiválnak, és végső fokon ezek membránba kötődésén, vagy 
mitokondriumba kerülésén keresztül születik meg egy mitokondriális szintű döntés a halálról vagy 
a túlélésről. Ezért szokás a mitokondriumot az apoptotikus jelek integrátorának nevezni. 
 A mPT szerepe mind az apoptózisban mind a nekrózisban bizonyított. A belső 
mitokondriális membránban elhelyezkedő megacsatorna megnyílása különféle ingerhatásokra 
- mint pl. a megemelkedett kalcium szint - megtörténhet, mely a membrán két oldalán 
jelenlévő ionkülönbség kiegyenlítődéséhez, a membrán közötti fehérjék és a mitokondriális 
mátrix kiáramlásához vezet, amely végsősorban a mitokondriális membránpotenciál (∆ψ) 
eltűnését és a légzési lánc szétkapcsolódását okozza. Számos anyag, így a ciklosporin A is, 
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képes megakadályozni a mPT pórus megnyílását. A membránpotenciál eltűnése maga után 
vonja a mitokondriális fehérjék – mint pl. a citokróm c – kiszabadulását, ezáltal a kaszpáz-
kaszkád aktivációját, mely apoptotikus sejthalálához vezet. A mPT pórus megnyílását követő 
szabályozhatatlan térfogatváltozás a mitokondrium megduzzadásával jár, mely végül a 
membránok szétszakadásához és nekrotikus sejthalálhoz vezet. 
 
A TIP47 fehérje: 
 Tail-interacting fehérje (TIP47) tagja a perilipin / adipophilin/TIP47 (PAT) családnak, 
mely magában foglalja a perilipint, az egér adipofilint (ADRP), S3-12 és az OXPAT 
fehérjéket. A PAT család felszíni fehérjéi a plazma membrán alkotóelemei, a sejtek lipid 
anyagcseréjét, valamint az inzulin szignált befolyásolják a lipázok szabályozása révén a tárolt 
lipid észterek hozzáféréséhez. A PAT proteineket elsődlegesen szekvencia homológiával 
jellemezték, amely során kiderült, hogy a PAT domén evolúciósan konzerválódott valamennyi 
fajnál. A PAT fehérjék eloszlása különböző szövetekben változik: míg a perilipin és az S3-12 
fehérjék megjelenése zsírszövetre és szteroidogén szövetekre korlátozódik, az ADRP és TIP47 
minden szövetben megtalálhatók. Több tanulmány a PAT fehérjék legfőbb szerepét a neutrális 
lipidek és lipid cseppek komponenseinek csomagolásában és tárolásában határozta meg. 
 A TIP47 fehérjét az elsők között azonosították, mint egy lehetséges szállító fehérjét. 
Részt vesz a mannóz-6-foszfát receptorok (M6PR) szállításában az endoszómákból a transz-
Golgi hálózatig. A szekvencia homológia vizsgálat során kiderült, hogy a TIP47 is lipid 
cseppekhez asszociált fehérje. A lipid metabolizmusban nyilvánvaló funkciója mellett a TIP47 
is befolyásolja az inzulin szignált. A kombinált ADRP és TIP47 génkiütés csökkent inzulin 
érzékenységhez vezetett. Egy nemrégiben készült tanulmány szerint a TIP47 szerepet játszik a 
humán immundeficiencia vírus (HIV-1) fertőzésben. A TIP47-ről, mint celluláris kofaktorról 
kiderült, hogy részt vesz az Env beépítésében, így lehetővé teszi a HIV-1 Gag és Env fehérjék 
találkozását és fizikai kapcsolódását a vírus összeszerelési folyamat során. 
 Más laboratóriumokkal párhuzamosan a mi munkacsoportunk is végzett kísérleteket a 
TIP47 szerepének tisztázása érdekében, amelyek új fényt vethetnek a fehérje ellentmondásos 
funkciójára. Csoportunk megállapította, hogy a TIP47 azonos az oldható, terhességgel 
összefüggő placenta szöveti fehérje 17b-vel (PP17b). Különös jelentősége volt a 
felfedezésnek, hogy a normál méhnyak szövetekhez képest, a TIP47 overexpresszálódik a 
cervix karcinómában, ilyen pl. a HeLa sejtvonal. Sőt, korreláció volt kimutatható a TIP47 
expresszió szintjében a cervicalis intraepithelialis neoplasia (CIN) különböző szakaszaiban. A 
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diszpláziás sejtek immunhisztokémiai vizsgálatával a CIN I-II fázisban enyhe, míg CIN III 
fázisban és in situ karcinómánál is erős festés volt megfigyelhető a sejtek citoplazmájában. 
 Ez idáig semmilyen adat nem állt rendelkezésünkre a TIP47 lehetséges szerepéről a 
daganatok kialakulásában, illetve a sejthalál szabályozásában, ezért vizsgálatainkat 
megpróbáltuk ez irányban folytatni. 
 
SOUL/HBP2, egy új, BH3 domént tartalmazó fehérje:  
 A hem tartalmú fehérjék szerepe a sejthalál és a túlélés szabályozásában jól ismert 
folyamat. Hatással lehetnek a reaktív oxigén gyökök képződésére, direkt oxidatív károsodást 
okozva, valamint a mitokondriális permeabilitás tranzíciót (MPT) indukálnak. 
 Hem-kötő fehérje 1 (HBP22) egy mindenütt expresszálódó fehérje, amely nagy 
affinitással köti a hemet és protoporfirint. A humán SOUL (SOUL) egy 23 kDa nagyságú 
hem-kötő fehérje, amelyet először PP23 fehérje néven izoláltak humán placentából. A SOUL-t 
csak néhány szövetexpresszálja, több mint 40%-ban azonos a szekvenciája a HBP22-vel és 
sokkal nagyobb affinitással kötődik a porfirinekhez, mint a HBP22. A SOUL reaktív 
oxigéngyök termelés nélkül képes facilitálni a mitokondriális permeabilitás tranzíciót és a 
sejthalált. Adatbázis vizsgálataink kimutatták, hogy a hem-kötő fehérje 2/SOUL tartalmaz egy 
BH3 domén szerű szerkezetet. A BH3 domén jelenléte a SOUL fehérjében és a fenti adatok 
azt mutatják, hogy ez a fehérje amellett, hogy hemet köt, szerepe lehet a sejthalálban és 
túlélésben. Előzőleg kísérletekkel igazoltuk a SOUL érzékenyítő hatását a hidrogén-peroxid 
által indukált sejthalálban és leírtuk, hogy elősegíti a pro-apoptotikus mitokondriális fehérjék 
kiáramlását és támogatja az MMP összeomlását mind az élő sejtekben és az „in vitro” izolált 
mitokondriumokban is. A SOUL elősegíti a permeabilitását mind a külső, mind a belső 
mitokondriális membránnak oxidatív stressz során. Kimutattuk, hogy a Taxol és A23187-
kezelt sejtekben is elősegíti a SOUL a sejthalált. A Taxol a daganatellenes kemoterápiában 
használt mitotikus inhibítor. A paklitaxel stabilizálja a mikrotubulusokat, és ennek 
eredményeként a sejtosztódás során zavarja a normális lebomlásban a mikrotubulusokat. Az 
A23187 egy mobilis ion-karrier, amely stabil komplexeket képez a kétértékű kationokkal, 
kalcium ionoforként is ismert. Az ionofort használják az intracelluláris Ca2+ szint növelésére 
ép sejtekben és néhány sejtben apoptózis indukcióra. 
 Adatbázisokban a teljes fehérje szekvenciát elemezve azt találtuk, hogy a SOUL 
tartalmaz egy szekvenciát, ami nagy hasonlóságot mutat a BH3 doménnel, ami igazolhatja a 
megfigyelt sejthalál-elősegítő hatást. 
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Célkitűzés 
 
Jelen tanulmány célja két szabályozó fehérje alaposabb vizsgálata, beleértve a következőket: 
 
• A TIP47 fehérje sejthalálra vonatkozó hatásának jellemzése TIP47-et túltermelő 
sejtekben a sejtek túlélésének vizsgálatával különböző sejthalált okozó szerekkel 
történt kezelések után. 
• A TIP47 fehérje siRNA technikával történt kiütése okozta hatások vizsgálata 
túltermelő és kontroll sejtekben. 
• A TIP47 szerepének vizsgálata apoptotikus és nekrotikus sejthalálban 
• A TIP47 fehérje intracelluláris lokalizációjának vizsgálata oxidatív stressz során. 
• A TIP47 fehérje szerepének ismertetése mitokondriális permeabilitás tranzícióban és a 
mitokondriális membránpotenciál elvesztésében 
• A TIP47 fehérje hatása a szabadgyök termelésre kontroll és TIP47 túltermelő 
sejtekben. 
• A TIP47 hatása a pro és anti apoptotikus jelátviteli folyamatokra. 
 
 
• A BH3 domén deléciójának hatása a sejthalálra a SOUL fehérjében. 
• A PTPC szerepe az oxidatív stresszben a SOUL indukált sejthalál érzékenyítésben. 
• A SOUL hatása a sejthalálra az anti-apoptotikus fehérjék overexpressziójának 
gátlásával. 
• A SOUL hatása a H2O2 indukált MMP összeomlásra. 
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Konklúzió 
 
1. A TIP47 hatása a sejthalálra 
 Egy fehérje overexpresszálásával információkat nyerhetünk annak lehetséges 
funkciójáról. A TIP47 hatását úgy vizsgáltuk, hogy különböző sejthalált indukáló szerrel 
kezeltük a sejteket, majd az élők számát MTT assay segítségével vizsgáltuk. 
Kiválasztottunk néhány szert, melyek segítségével megvizsgálhattuk a két fehérje hatását. 
A hidrogén-peroxid oxidatív stresszt okoz, a Taxol a microtubuláris rendszert támadja. 
Kísérleteinkben azok a sejtek, melyek a TIP47 fehérjét túltermelték, nagyobb ellenállást 
mutattak a fent említett szerek iránt. Rendszerünkben a TIP47 megvédte a sejteket a 
sejthaláltól. Ez a hatás statisztikailag szignifikánsnak bizonyult és minden általunk használt 
szer esetében megfigyelhető volt. Ennek megfelelően találtunk egy korábban még nem 
jellemzett fehérjét, mely gátolja a sejthalál folyamatát. 
 
2. A TIP47 elnyomás hatása a sejthalálra 
 A gén-elnyomás szélesen elterjedt módszerré vált különféle fehérjék specifikus 
kiütésében. Az adott fehérje hiányából indirekten következtetni lehet annak funkciójára. 
Amikor az endogénen expresszáló sejtekben a TIP47-et speciális dsiRNS technikával 
elnémítottuk, a vártaknak megfelelően a vizsgált sejtek érzékenyebbé váltak az általunk 
használt sejthalált indukáló szerekkel szemben. A gén-elnyomásos és a túltermeltetéses 
kísérletek eredménye egyértelműen azt bizonyítja, hogy az általunk talált fehérje gátolja a 
sejthalált. 
 
3. A TIP47 szerepe a különböző sejthalál formákban 
 Ebben a kísérletsorozatban áramlási citometriával és fluoreszcens mikroszkópos 
felvételekkel demonstráltuk a sejtekben végbemenő folyamatokat. A sejteket kezeltük az 
előbb már említett sejthalál indukáló szerekkel és propídium-jodid és FITC konjugált 
Annexin V jelöléseket alkalmaztunk. A kontroll sejtekhez képest, a TIP47-et túltermelő 
sejtekben kezelést követően a sejtek inkább korai apoptózisban szenvedtek, a késői 
apoptózist és a nekrózist mutató sejtek száma drasztikusan lecsökkent. A Taxol kezelést 
követően a kontroll sejtekben AIF és EndoG transzlokáció volt megfigyelhető a fibroblaszt 
sejtekben. A TIP47 overexpresszió ezeket a folyamatokat meggátolta. 
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4. A TIP47 intracelluláris lokalizációja oxidatív stresszben 
 A TIP47 sejten belüli elhelyezkedését vizsgáltuk olyan sejtekben, amelyek normális 
körülmények között is nagy mennyiségben expresszálják a TIP47 fehérjét. 
Eredményeinkből kiderült, hogy ez a normálisan a citoplazmában lokalizálódó fehérje 
hidrogén-peroxid kezelés hatására jelentős mennyiségben megjelenik a mitokondriumban a 
citoplazmában található fehérjemennyiség kárára. 
 
5. A TIP47 hatása a mitokondriális permeabilitás tranzícióra és membrán 
potenciálra 
 A mitokondriális permeabilitás tranzíció szerepe a sejthalálban egy alaposan 
tanulmányozott jelenség. Hogy a TIP47 fehérje lehetséges hatásmechanizmusát 
megtaláljuk, in vivo és in vitro is vizsgáltuk hatását a mitokondriumra. Bizonyítottuk, hogy 
a TIP47 kötődik a mitokondriumhoz és részt vesz a mitokondriális membrán integritásának 
védelmében, valamint megakadályozza az oxidatív stressz által kiváltott sejthalált. Először 
is a membránpotenciál változását követtük nyomon  a TIP47-túltermelő NIH3T3 sejtekben 
fluoreszcens mikroszkóppal. A TIP47 transzfektált sejtekben a membránpotenciál stabil 
maradt a kezelés után. Ez a felismerés felkeltette érdeklődésünket. Patkány májból 
izoláltunk mitokondriumot, hogy in vitro vizsgálhassuk a TIP47 direkt hatását. A 
vizsgálatokból kiderült, hogy a TIP47 nem indukált mitokondriális permeabilitás tranzíciót 
sem önmagában, sem amikor hozzá küszöb alatti koncentrációban kalciumot adtunk. Ezek 
az adatok alátámasztják azt a kezdeti feltevésünket, hogy a TIP47 a mitokondriális 
membrán stabilizálásával védi a sejtet a sejthaláltól. 
 
6. A TIP47 hatása a ROS termelésre 
 A TIP47-et overexpesszáló sejtek vizes és lipid fázisában is megmértük az endogén és 
az indukált ROS termelést. Nem találtunk arra nézve bizonyítékot, hogy a TIP47-nek in 
vivo, hatása lenne a ROS termelésre.  
 
7. A TIP47 hatása a pro- és anti-apoptotikus jelátviteli útvonalakra 
 Vizsgáltuk a TIP47 hatását a sejtek életképességére és a pro-és anti-apoptotikus 
jelátviteli utakra a sejtekben Taxol kezelést követően. Azt találtuk, hogy a kontroll 
sejtekkel szemben a TIP47 túltermelő sejtekben megnövekedett a Bcl-2 mennyisége és 
csökkent a Bax és hasított kaszpáz-3 mennyisége. 
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8. .A PTPC szerepe az oxidatív stresszben a SOUL indukált sejthalál 
érzékenyítésben 
 Megfigyeltük, hogy a SOUL-túltermelő sejtek érzékenyebbé váltak a hidrogén-peroxid 
kezelésre, míg a cyclophilin D szupresszált sejtek érzékenysége hasonló volt a kezelésre, 
mint a kontroll sejteké. Hasonló kísérleteket végeztünk a ∆BH3-SOUL túltermelő 
sejtekben. cyclophilin D elnyomásával gátoltuk a mitokondriális permeabilitás tranzíciót és 
blokkolta a SOUL sejthalált érzékenyítő hatását oxidatív stresszben. 
 
9.  A BH3 domén deléciójának hatása a sejthalálra a SOUL fehérjében 
 Kimutattuk, hogy a SOUL elősegíti mind a külső, mind a belső mitokondriális 
membrán permeabilizációt oxidatív stressz során és ez a hatása visszafordítható a SOUL 
feltételezett BH3 szekvenciájának törlésével. 9 aminosavnyi (LREDGKVFD) szekvenciát 
kivágtunk a SOUL szekvenciájából, amiről előzetes szekvencia analízis során úgy 
gondoltuk, hogy a funkcionális BH3 domén. A mutáns SOUL elvesztette érzékenyítő 
szerepét a H2O2 által indukált sejthalálban. 
 
10. A SOUL hatása a sejthalálban az anti-apoptotikus fehérjék overexpressziójának 
gátlásával  
 Amikor a sejtekben ko-expresszáltuk a Bcl-2 vagy a Bcl-XL-t, az overexpresszált 
SOUL nem facilitálta a sejteket a hidrogén-peroxid által indukált nekrotikus sejthalálra. Az 
áramlási citometriából származó adatok azt mutatták, hogy a SOUL inkább a nekrózis 
irányába tolja el a sejthalált. Összefoglalva, a SOUL elősegítette az oxidatív stressz által 
kiváltott nekrotikus sejthalált, ami kísérleteinkben ellensúlyozható volt az anti-apoptotikus 
Bcl-2 homológok jelenlétével. 
 
11. A SOUL hatása a H2O2 indukált MMP összeomlásra 
 A SOUL az élő sejtekben a mitokondriális membránpotenciál (MMP) összeomlásának 
előmozdításával facilitálta a sejthalál folyamatát. Kimutattuk, hogy ez a fehérje érzékenyíti 
a sejteket a sejthalálra azáltal, hogy kölcsönhatásban áll a PTPC-vel a cyclophilin D-n 
keresztül és az anti-apoptotikus Bcl-2 analógok gátolhatják az mPT-t, kötődve a VDAC-
hoz és a komplex más komponenseihez. 
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